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@ Optische Anordnung zur Selelction und Detektion des Spektalb ereichs eines Lichtstrahls 

(si) Die vorliegende Erfindung betrifft eine optische Anord- J 16 

nungzurSeiektion und Detektion des Spektralbereichsei- 23-jl-j — . 11 I'^^SI 

nes Lichtstrahls (1) in einem konfokalen Rastermikroskop, \j ^ \ f ^. \ r C^. . 

mit einem Mittel (2) zur spektralen Zerlegung des Licht- 
strahls (1), mit Mittein (3) zum Selektieren eines vorgeb- 
baren spektralen Bereichs (4} und mit einer Detektions- 
vorrichtung (5). Die optische Anordnung sollte von einem 
zu detektierenden spektralen Beraich mehrere schmal- 
bandige spektrale Bereiche moglichst liickenlos und in 
variabel einstellbaren Schritten ablasten bzw. detektieren 
konnen. Weiterhin sollte eine schnelle und variable spek 
trale Detektion moglich sein, die glelchzeitig kostengun 
stig realisierbar ist. Die erfindungsgemafSe optische An 
ordnung ist dadurch gekennzeichnet, dass zur Beeinflus 
sung des zu detektierenden spektralen Bereichs (4, 18) dei 
spektral zerlegte Lichtstrahl (19) und die Detektionsvor 
richtung (5) relativ zueinander in ihrer Position verander 
■ bar sind. 
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Beschreibung 



[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine optische 
Anordnung zur Selektion und Detektion des Lichts eines 
Spektralbereichs eines Lichtstrahls in einem konfokalen Ra- 
stcrmikroskop, mit cincm Mittcl zur spcktralcn Zcrlcgung 
des Lichtstrahls, mit Mitteb zum Selektieren eines vorgeb- 
baren spektralen Bereichs und mit einer Detektionsvorrich- 

tung. . 
[0002] Anordnungen der gaUungsbildenden Art smd aus 
der DK43 30 347 und der DH 199 02 625 bekannt. Diese 
Anordnungen werden vorzugsweise im Strahlengang konfo- 
kaler Laserscanning-Mikroskope eingesetzt. Hierbd wird 
ein das Detektionspinhole passierender Lichtstrahl nut ei- 
nem Mittel zur spektralen Zerlegung spektral aufgefachert. 
Bin Teil des spektral aufgefacherten Lichtstrahls kann dann 
eine erste variabel angeordnete Spiegelblendenanordnung 
passieren. Der entsprechende spektrale Bereich wird dann 
von einem Detektor detektierL Der Antcil des aufgefacher- 
ten Lichtstrahls, der auf die erste Spiegelblendenanordnung 
. auftrifft, wird an ilir zu einer weiteren Spiegelblendenanord- 
nung reflekliert. Auch an der weiteren Spiegelblendenan- 
ordnung kann ein Tfeil des an der ersten Spiegelblendenan- 
ordnung reflektiertcn spektral aufgefacherten Uchtsdrahls 
passieren, der mit einem weiteren Detektor detektiert wird. 
Der verbleibende Ifeil wird mit der weiteren Spiegelblcn- 
deneinrichtung zu einem dritten Detektor reflektiert, dem 
gegebenenfalls eine weitere Spiegelblendenanordnung vor- 
geordnet ist. 

[0003] Die bekannten optischen Anordnungen verwenden 
zur Detektion verschiedener Spektraibereiche mehrere De- 
tfiktionskanale. Jeder Detektion sk anal ist iihlicherweise mit 
einem eigenen Detektor ausgeriistet, was mit zum Teil er- 
heblichen Kosten verbunden ist. Mit den bekannten opti- 
schen Anordnungen ist cs fcrncr moglich, simultan mchrcrc 
Spektraibereiche zu detekderen, jedoch ist eine Detektion 
zahlrcicher schmalbandiger Spektraibereiche mit den be- 
kannten Anordnungen simultan nichl ohne weiteres mog- 
lich. Insbesondere wenn der gesaiuLe Speklralbereich von 
beispielsweise 500 nm bis 800 nm in 5 nm-Schritten zu de- 
tekderen ist, ist eine mechanische Verstellung der variabel 
angeordneten Spiegelblenden erforderlich, was relativ viel 
Zcit in Anspruch nimmt. 

[0004] Der vorliegenden Erfindung liegl daher die Auf- 
gabe zugrunde, eine optische Anordnung der gattungsbil- 
denden An anzugeben und weiterzubilden, die von einem zu 
detektierenden spektralen Bereich mehrere schmalbandige 
spektrale Bereiche mogUchst luckenlos und in variabel ein- 
steEbaren Schritten abtasten bzw. detektieren kann. Weiter- 
hin soUte eine schnelle und variable spektrale Detektion 
moglich sein, die gleichzeitig kostengiinstig realisierbar ist. 
[O0O5] Das erfindungsgemSBe Verfahren der gattungsbil- 
denden Art lost die voranstchende Aufgabe durch die Merk- 
male des Patentanspruchs 1. Danach ist eine solche Anord- 
nung dadurch gekennzeichnet, dass zur Beeinflussung des 
zu detektierenden spcktralcn Bereichs dor spektral zcrlcgtc 
Lichtstrahl und die Detektionsvorrichtung relativ zueinan- 
der in ihrer Position veranderbar sind. 
[0006] B-findungsgemaB ist zunachst erkannt worden, 
dass eine schnelle und variable spektrale Detektion durch 
eine relative Positionsanderung erzielt werden kann, und 
zwar ohne jedesmal mindestens eine Spiegelblende mecha- 
nisch zu bewegen. Durch diese relative Positionsanderung 
ist cs in vorlcilhaftcr Wcisc moglich, den spcktralcn Dctck- 
tionsbereich sehr viel schneller einzustellen, als das mit ei- 
ner Spektralbereichsanderung durch die Mittel zum Selek- 
tieren des vorgebbaren Bereichs moglich ist, wodurch die 
DetektionszeiL reduziert wird. Beispiekweise isl es insbe- 



sondere bei der Selektion eines schmalbandigen spektralen 
Detektionsbereichs von 5 nm mtiglich, aufgrund der relati- 
ven Positionsanderung einen ausgedehnten Spektralbereich 
rait diesem eingestellten schmalbandigen Spektralbereich in 
5 Schritten von je 5 nm zu detektieren. 

[0007] In cincr bcvorzugtcn Ausfuhrungsform umfasst die 
Detektionsvorrichtung nur einen Detektor. Bei diesem De- 
tektor konnte es sich beispielsweise um einen Photomulti- 
plier handeln, die Verwendung einer Pholodiode, insbeson- 
10 dere einer Avalanche-Photodiode, ware ebenfalls denkbar. 
Aufgrund der relativen Positionsanderung des spektral zer- 
legten Lichtstrahls und der Detektionsvorrichtung kann in 
vorteilhafter Weise auf den Einsatz mehrcrer Detektoren 
verzichtet werden, was die Herstellungskosten ganz erheb- 
15 lich reduziert. Letztendlich werden nicht nur zwei, drei oder 
vier Detektoren eingespart, sondem auch deren zum Teil 
aufwendige Stromversorgung sowie Auslesevorrichtungen 
mit der entsprechenden Peripherie. Dariiber hinaus entfallt 
des weiteren die komplizierte raumliche Anordnung mehre- 
20 rer Detektoren samt deren Mittel zum Selektieren des vor- 
gebbaren spektralen Bereichs, so dass in weiterer vorteilhaf- 
ter Weise die Produktion erhebUch vereinfacht wird. 
[0008] Die erfindungsgemafie relative Positionsanderung 
zwischen dem spektral zeriegten Lichtstrahl und der Detek- 
25 uonsvorriehtung bewirkt eine Veranderung der Anfangs- 
und/oderEndwellenlange des speku-al selektierten Bereichs, 
Wenn beispielsweise der spektral zerlegte Lichtstrahl relativ 
zur Detektionsvorrichtung lateral verschoben wird, so 
"sieht" der Detektor nach dieser Verschiebung einen spek- 
30 unlen Bereich, der eine andere Anfangs- und Endwellen- 
ISnge aufweist. Wenn die Dispenionseigenschaft des Mit- 
tels zur spektralen Zerlegung kleiner ist, bleiht in diesem 
Beispiel die Breite des zu detektierenden spektralen Be- 
reichs unverandert, da die Lage der Mittel zum Selektieren 
35 des vorgebbaren spcktralcn Bereichs relativ zum Detektor 
nicht verandert wurden. Es gibt nun mehrere M6gUchkeiten, 
die relative Positionsanderung zwischen dem spektral zer- 
iegten Lichtstrahl und der Detektionsvorrichtung durchzu- 
fiihren. 

40 [0009] Tn einer ersten Ausfiihrung.sform wird zur relativen 
Positionsanderung mindestens ein im Strahlengang ange- 
ordnetes optisches Bauteil gedreht oder verschoben. Bei 
dcra optischen Bauteil handclt es sich vorzugsweise um ei- 
nen Spiegel. Das Drehen eines im optischen Strahlengang 
45 angeordneten Spiegels konnte das zu detektierende Licht- 
biindel in der Pupilie einer das lichti^Undel koUimierenden 
Linse verkippen. Der sich drehende Spiegel miiBle im De- 
tektionsstrahlengang der koUimierenden Linse vorgeordnet 
sein. Das gedrehte oder verschobene optische Bauteil ist im 
50 Detektionsstrahlengang vor dem Mittel zur spektralen Zer- 
legung angeordnet. Das Verkippen des Lichtbundels in der 
Pupilie der koUimierenden Linse bewirkt eine laterale Ver- 
schiebung des auf die Detektionsvorrichtung auftreffenden 
spektral zeriegten Lichtstrahls. 
55 [0010] In einer altemativen Ausfuhrungsform erfolgt die 
relative Positionsanderung zwischen dem spektral zeriegten 
Lichtstrahl und der Delektionsvonnchiung durch Drehen 
Oder Verschieben des Mittels zur spektralen Zerlegung. 
Auch hierdurch kann der spektral zerlegte Lichlsurahl relativ 
60 zur Detektionsvorrichtung verschoben bzw. veriinderl wer- 
den. 

[0011] Das optische B auteil bzw. das Mittel zur spektralen 
Zerlegung konnte auch gedreht und verschoben werden. 
Hierdurch crgibt sich dann - abhangig von der Anordnung 
65 der Drehachse und der Ausgestaltung der Verschiebung - 
eine Verkippung des optischen Bauteils bzw. des Mittels zur 
spektralen Zerlegung. 

[0012] Die Drehung des Mittels zur spektralen Zerlegung 
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Beschreibung 



[0001] Die vorliegende Erfindung betrifFt eine optische 
Anordnung zur Selektion und Detektion des Lichts eines 
Spekualbereichs eines Lichtstrahls io einem konfokalen Ra- 
stcrmikroskop, mit cincm Mittcl zur spcktralcn Zcrlcgung 
des Lichtstrahls, mit Mitieln zum Seleklieren eines vorgeb- 
baren speklralen Bereichs und mit einer Detektionsvorrich- 
lung. , 
[0002] Anordnungen der gaUungsbildenden Arl sind aus 
der DR43 30 347 und der DH 19902 625 bekannt Diese 
Anordnungen werden vorzugsweise im Strahlengang konfo- 
kaler Laserscanning-Mikroskope eingesetzt. Hierbd wird 
ein das Detektionspinhole passierender Lichtstrahl mit ei- 
nem Mittel zur spekuralen Zeriegung spektral aufgefachert. 
liin Teil des spektral aufgefacherten Lichtstrahls kann dann 
eine erste variabel angeordnete Spiegelblendenanordnung 
passieren. Der entsprechende spektrale Bereich wird dann 
von einem Detektor detektiert- Der Anteil des aufgefacher- 
ten Lichtstrahls, der auf die erste Spiegelblendenanordnung 
auftrifft, wird an ihr zu einer weileren Spiegelblendenanord- 
nung reflektiert. Auch an der weiteren Spiegelblendenan- 
ordnung kann em Teil des an der ersten Spiegelblendenan- 
ordnung reflektierten spektral aufgefacherten Lichtstrahls 
passieren, der mit einem weiteren Detektor deiektiert wird. 
Der verbleibende Teil wird mit der weiteren Spiegelblen- 
deneinrichtung zu einem dritten Detektor refiektierU dem 
gegebenenfalls eine weitere Spiegelblendenanordnung vor- 
geordnet ist. 

[0003] Die bekannten optischen Anordnungen verwenden 
zur Detektion verschiedener Spektralbereiche mehrere De- 
tektionskanale. Jeder Detektion skanal ist uhlicherweise mit 
einem eigenen Detektor ausgeriistet, was mit zum Teil er- 
heblichen Kosten verbunden ist. Mit den bekannten opti- 
schen Anordnungen ist cs fcmcr moglich, simultan rachrcrc 
Spektralbereiche zu detekderen, jedoch ist eine Detektion 
zahkeicher schmalbandiger Spektralbereiche mit den be- 
kannten Anordnungen simultan nichl ohne weiteres mog- 
lich. Insbesondere wenn der gesaiiile Speklralbereich von 
beispielsweise 500 nm his 800 nm in 5 nm-Schritten zu de- 
tektieren ist, ist eine mechanische Verstellung der variabel 
angeorxineten Spiegelblenden erforderlich, was relativ viel 
Zcit in Anspruch nimmt. 

[0004] Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Auf- 
gabe zugrunde, eine optische Anordnung der gattungsbil- 
denden Art anzugeben und weiterzubilden, die von einem zu 
deleklierenden speklralen Bereich mehrere schmalbandige 
spektrale Bereiche raoglichst luckenlos und in variabel ein- 
stellbaren Schritten abtasten bzw. deiektieren kann. Weiter- 
hin sollte eine schnelle und variable spektrale Detektion 
moglich sein, die gleichzeitig kostengiinstig realisierbar ist. 
[0005] Das erfindungsgemSBe Verfahren der gattungsbil- 
dendcn Art lost die voranstchende Aufgabe durch die Merk- 
male des Patentanspruchs 1 . Danach ist eine solche Anord- 
nung dadurch gekennzeichnet, dass zur Beeinflussung des 
zu dctckticrcndcn spcktralcn Bereichs der spektral zcrlcgtc 
Lichtstrahl und die Detektion svorrichtung relativ zueinan- 
der in ihrer Position veranderbar sind. 
[0006] ErfindungsgemJiB ist zun&chst erkannt worden, 
dass eine schnelle und variable speklrale Detektion durch 
eine relative Positionsanderung erzielt werden kann, und 
zwar ohne jedesmal mindestens eine Spiegelblende mecha- 
nisch zu bewegen. Durch diese relative Positionsanderung 
ist cs in vortcilhaftcr Wcisc moglich, den spcktralcn Dctck- 
tionsbereich sehr viel schneller einzustellen, als das mit ei- 
ner Spektralbereichsanderung durch die Mittel zum Selek- 
lieren des vorgebbaren Bereichs moglich ist, wodurch die 
Detektionszeil rcduziert wird. Beispielsweise ist es insbe- 



sondere bei der Selektion eines schmalbandigen spekuralen 
Detektionsbereichs von 5 nm mfiglich, aufgrund der relati- 
ven Positionsanderung einen ausgedehnten Spektraibereich 
rait diesem eingesiellien schmalbandigen Spektraibereich in 
5 Schritten von je 5 nm zu detektieren. 

[0007] In cincr bcvoizugtcn Ausfuhrungsform umfasst die 
Detektionsvorrichuing nur einen Detektor. Bei diesem De- 
tektor konnte es sich beispielsweise um einen Photcmulti- 
plier handeln, die Verwendung einer Phoiodiode, insbeson- 
10 dere einer Avalanche-Pholodiode, ware ebenTalLi denkbar. 
Aufgrund der relativen Positionsanderung des spektral 7£r- 
legten Lichtstrahls und der Detekaonsvorrichtung kann in 
vorteilhafter Weise auf den Einsatz mehrerer Detektoren 
verzichtet werden, was die Herstellungskosten ganz eriieb- 
15 lich reduziert. Letztendiich werden nicht nur zwei, drei oder 
vier Detektoren eingespart, sondem auch dcren zum 'Ibil 
aufwendige Stromversorgung sowie Auslesevorrichtungen 
mit der entsprechenden Peripherie, Daruber hinaus entfallt 
des weiteren die komplizierte raumliche Anordnung mehre- 
20 rer Detektoren samt deren Mittel zum Seleklieren des vor- 
gebbaren speklralen Bereichs, so dass in weiterer vorteilhaf- 
ter Weise die Produktion erheblich vereinfacht wird. 
[0008] Die erfindungsgemSBe relative Positionsanderung 
zwischen dem spektral zerlegten Lichtsnrahl und der Detek- 
25 tionsvorrichtung bewirkt eine Veranderung der Anfangs- 
und/oderEndwellenlangedes spektral selektierten Bereichs. 
Wenn beispielsweise der spektral zerlegte Lichtstrahl relativ 
zur Detekuonsvorrichtung lateral verschoben wird, so 
"sieht" der Detektor nach dieser Verschiebung einen spek- 
30 tralen Bereich, der eine andere Anfangs- und Endwellen- 
lange aufweist. Wenn die Dispersionseigenschaft des Mit- 
tels zur speklralen 7^rlegung kleiner ist, bleihl in diesem 
Beispiel die Breite des zu detektierenden speklralen Be- 
reichs unverandert, da die Lage der Mittel zum Seleklieren 
35 dos vorgebbaren spcktralcn Bereichs relativ zum Detektor 
nicht verSndert wurden. Es gibt nun mehrere M6glichkeiten, 
die relative Positionsanderung zwischen dem spektral zer- 
legten Lichtstrahl und dor Detektionsvorrichtung durchzu- 
fuhren. 

40 [0009] Tn einer ersten Ausfuhrungsform wird zur relativen 
Positionsanderung mindestens ein im Su-ahlengang ange- 
ordneles optisches Bauteil gedreht oder verschoben. Bei 
dem optischen Bauteil handclt cs sich vorzugsweise um ei- 
nen Spiegel. Das Drehen eines im optischen Strahlengang 
45 angeordneten Spiegels konnte das zu detektierende Licht- 
bundel in der PupiUe einer das Lichlbundel kollimierenden 
Linse verkippen. Der sich drehende Spiegel muBU; im De- 
tektionsstrahlengang der kollimierenden Linse voigeordnet 
sein. Das gedrehte oder verschobene optische Bauteil ist im 
50 Delektionsstrahlengang vor dem Mittel zur speku^en Zer- 
iegung angeordnet. Das Verkippen des Lichlbundels in der 
PupiUe der kollimierenden Linse bewirkt eine laterale Ver- 
schiebung des auf die Detektionsvorrichtung auftretienden 
spektral zerlegten Lichtstrahls. 
55 [0010] In einer altemativen Ausfuhrungsform erfolgt die 
relative Positionsanderung zwischen dem spektral zerlegten 
Lichtsu-ahl und der Detektionsvorrichtung durch Drehen 
Oder Verschieben des Mitiels zur speklralen Zeriegung. 
Auch hierdurch kann der spektral zerlegte Lichtsurah I relativ 
60 zur Detektionsvorrichtung verschoben bzw, veranderl wer- 
den. 

[0011] Das optische Bauteil bzw. das Mittel zur speklralen 
Zeriegung konnte auch gedreht und verschoben werden. 
Hierdurch crgibt sich dann - abhangig von der Anordnung 
65 der Drehachse und der Ausgestaltung der Verschiebung - 
eine Verkippung des optischen Bauteils bzw. des Mittels zur 
speklralen Zeriegung. 

[0012] Die Drehung des Mittels zur spektralen Zeriegung 
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sowie des obengenannien optischen Bauteils konnte unter 
Verwendung eines Galvanometers erfolgen. Das zu dre- 
hende Bauteii konnte direkt an das Galvanometer gekoppelt 
sein. Vorzugsweise isi es auf des sen mechanischer Dreh- 
achse befestigl. Alternativ hierzu konnte die Drehung der zu 
drchcndcn Bautcilc durch den Hnsatz von Piczoclcmcntcn 
erfolgen. Diese Drehung k6nnte ilber einen mechanischen 
Hebel bevinrkt werden, wobei der Hebel beispielsweise rela- 
tiv zur Drehachse radial verlaufl und das Piezoelement zwi- 
schen eineui orlifesten Gehauseleil und dein uiechanischen 
Hehei wirkt. Hierbei ist eine Drehung des Bauteils in die 
beiden enigegengesetzten Drehrichlungen erforderlich, wo- 
bei der mechanische Hebel niit dem Piezoelement derart ge- 
koppelt ist, dass das Piezoelement den Hebel sowohl driik- 
ken als auch Ziehen kann. 

[0013j In einer weiteren Ausfiihrung storm ist vorgesehen, 
dass die relative Positionsanderung zwischen dem spektral 
zerlegten Lichtstrahl und der Detektionsvorrichtung durch 
eine Relativhewegung der Detektionsvorrichtung erfolgl. 
Hierbei kann die Relativbewegung der Detektionsvorrich- 
tung entweder gradlinig oder auf einem Bogen erfolgen. Im 
Allgemeinen werden die Mittel zum Selektieren des vorgeb- 
baren spektralen Bereichs - also beispielsweise die Spalt- 
blendenanordnung - mitsamt dem Detektor bewegt. Die De- 
tektionsvorrichtung umfasst in diesem Fall die Mittel zum 
Selekderen des vorgebbaren Bereichs und den Detektor. 
Falls die Relativbewegung iiber eine Strecke erfolgt, die 
kleiner als die nutzbare Ausdehnung des Detektors ist, 
konnten in vorteilhafter Weise auch lediglich die Mittel zum 
Selektieren des vorgebbaren speku^en Bereichs bewegt 
werden. 

[001 4] Tn einer bcsonders vortci i hafter Wei se erfol gt di e 
relative Positionsanderung zwischen dem speku-al zerlegten 
Lichtstralil und der Detektionsvorrichtung durch eine kom- 
binicrtcWinkcl-ZLagcandcrung mindcstcns zwcicr optischcr 
Bauteile. Durch die kombinierte bzw. simultane Positions- 
anderung, beispielsweise eines sich drehenden Spiegels mit 
der Relativbewegung der Detektionsvorrichtung. ist eine be- 
schleunigLe Delektion bui veranderter spektralerDelektions- 
einstellung moglich. So konnten kombiniert ein im Strah- 
lengang angeordnetes optisches Bauteii sowie das Mittel 
zum spektralen Zerlegen und die Detektionsvorrichtung je- 
wcils cine Wmkcl- und/odcr Lagcandcrung durchftihrcn, 
wobei die Frequenzen der jeweiligen Winkel-ZLageSnde- 
rung in fester Beziehung zueinander stehen konnen, Bei- 
spielsweise dreht das zweite Bauteii mit der doppelten Fre- 
quenz des ersten Bauteils und die DeLeklionsvorrichtung 
wird mit einer dreif achen Frequenz der Drehbewegung des 
ersten Bauteils bewegt. 

[0015] Als Mittel zur spektralen Zerlegung ist ein Prisma, 
ein Reflexions- oder eine IVansmissionsgitter vorgesehen. 
Die Verwendung eines Prismas zur spektralen Zerlegung hat 
den Vorteil, dass die Streulichtanteile bei einem Prisma ver- 
glichen zu einem Gitter geringer sind, so dass ein Prisma zur 
spekU^en Zerlegung fur die erfindungsgemafie Anordnung 
bcvorzugt wird. Ein Reflexions- odor Transmissionsgittcr 
ware dann zu bevorzugen, wenn die Streulichtanteile detek- 
torseitig cine untergeordnete Rolle spielen, jedoch das Mit- 
tel zur spektralen Zerlegung also das Gitter aufgrund der 
geringeren Masse mil einer hohen Frequenz gedreht bzw. 
verschoben werden soil. 

[0016] In einer besonders bevorzugten AusfUhrungsform 
ist die relative Positionsanderung zwischen dem spektral 
zerlegten Lichtstrahl und der Detektionsvorrichtung mit 
dem Rastervorgang des konfokalen Rastermikroskops syn- 
chronisierbar. Hierdurcb kann die spekUrale Detektion in 
Anhangigkeit der jeweiligen Rasterposition des konfokalen 
Rastennikroskops wahrend des Scanvorgangs veriindert 



werden, wodurch in besonders vorteilhafter Weise fur jeden 
Objektpunkt beispielsweise die spektrale Verteilung des von 
dem Objektpunkt emittierten Fluoreszenzlichts detektiert 
werden kann. 

5 [0017] In einer konkreten AusfUhrungsform ist vorgese- 
hen, dass mit dem konfokalen Rastcrmikroskop cin Objckt- 
ausschnitt bei verschiedenen spektralen Deiektionseinstel- 
lungen wiederholt solange jeweils abgerastert wird, bis der 
gesamte zu detektierende Spektralbereich detektiert isL Erst 
to dann wird ein nachsler ObjekUusschniU abgerastert Ein 
Objektaus.schnitt konnte ein Punkt, eine T.inie, eine Gerade, 
eine FlSche oder ein dreidimensionaler Bereich sein. Bei- 
spielsweise konnte eine Linienrasterung derart ausgestaltet 
sein, dass der spektrale Detektionsbereich eine Breite von 
15 5 nm aufweisL Der fOi die Detektion insgesamt verfUgbare 
Spektralbereich verlauft von 500 nm bis 800 nm. Der vor- 
gebbare spekUrale Detektionsbereich wird nun zu Beginn der 
Linienrasterung derart eingestellt, dass der Detektor den 
spektralen Bereich von 500 nm bis 505 nm detektiert. Nach- 
20 dem die abzurastemde Linie das Objekt ein erstes Mai abge- 
rastert hat, wird durch die relative Positionsanderung des 
spektral zerlegten Uchtstrahls und der Detektionsvorrich- 
tung ein zu detektierender spektraler Bereich von 505 nm 
bis 5lOnm eingestellt, der von dem Detektor detektiert 
25 wird. Es ist vorgesehen, dass die gleiche Linie des Objekts 
so oft abgerastert wird, bis das Detekdonslicht des voigege- 
benen spektralen Bereichs von 5 nm luckenlos bis zu der 
hiichsten zu detektierenden Wellenlange von 800 nm detek- 
tien wurde. Diese Vorgehensweise ist auch bei einer belie- 
30 big ausgeformten oder gekrUmmten Linie eines Objekts 
denkbar. Hinsichtlich der Fiache ist ein Rechieck oder ein 
beliebig begrenztes zweidimen.sionales Gehiet vorgesehen, 
[0018] Die Synchronisation der relativen Positionsande- 
rung zwischen dem spektral zerlegten Lichtstrahl und der 
35 Detektionsvorrichtung mit dem Rastervorgang des konfoka- 
len Rastermikroskops umfasst in vorteilhafter Weise auch 
die Wahl der in das Rastcrmikroskop einzukoppelnden 
Lichtwellenlange. Beispielsweise ist es bei der konfokalen 
Huoreszenz-Rasteniiikruskopie denkbar, dass wahrend der 
40 oben beschriebenen Linienrasterung passend zu dem jewei- 
lig eingestellten spektralen Detektionsbereich Licht der.ent- 
sprechenden Anregungs wellenlange des fur diesen spektra- 
len Detektionsbereich in Fragc kommcndcn Ruorcszcnz- 
farbstoffs in das Rasiermikroskop eingekoppelt wird. Die 
45 Hnkopplung des Uchts der entsprechenden Wellenlange er- 
folgt hierbei mit einem akusto-optischen Bauteii. beispiels- 
weise einem AOTF (Acousto-Optical-Tunable-Filler) oder 
einem AOBS (Acousto-Optical-Beam-Splitter). Mil einem 
AOTF bzw. AOBS ist es moglich, Licht einer bestimmten 
50 Wellenlange selektiv in das konfokale Rastcrmikroskop ein- 
zukoppeln, wobei auch Licht mehrerer Wellenlangen simul- 
tan einkoppelbar sind und die Lichtleistung des Lichts der 
jeweiligen Wellenlange mit dem AOTl- bzw. AOBS cegel- 
bar ist. 

55 [0019] Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die Lehre 
der vorlicgcndcn Erfindung in vorteilhafter Weise auszugc- 
stalten und weiierzubilden. Dazu ist einerseits auf die dem 
Palentanspruch 1 nachgeordneten Patentanspruche und an- 
dererseits auf die nachfolgende Erlauterung des bevorzugten 
60 Ausfuhrungsbeispiels der Erfindung anhand der Zeichnung 
7.U verweisen. Tn Verbindung mit ricr Erlauterung des bevor- 
zugten Ausfuhrungsbeispiels der Erfindung anhand der 
Zeichnung werden auch im Allgemeinen bevorzugte Ausge- 
staltungcn und Wcitcrbildungcn der Lchrc crlautcrt. In der 
65 Zeichnung zeigt 

[0020] Hgur eine schematische Darstellung eines Ausfuh- 
rungsbeispiels der erfindungsgemaBen optischen Anord- 
nung. 
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[0021] Die Figur zeigt eine optische Anordnung zur Se- 
lektion und Detektion des Spektralbereichs eines Licht- 
strahis 1 in einem konfokalen Rastermikroskop, mit einem 
Mittel 2 zur spektralen Zerlegung des Lichtstrahls 1, mil 
Mitteln 3 zuni Selektieren eines vorgebbaren spektralen Be- 
rcichs 4 und mil cincr Dclcklionsvorrichtung 5. 
[00221 Bei dem in der Figur gezeigten konfokalen Raster- 
mikroskop wird Laserlicht 6 der Laserlichtquelle 7 mil Hilfe 
eines AOTFs 8 in den Beleuchtungestrahlengang 9 des kon- 
fokalen RasLeruiikroskops eingekoppell. Das nichl einge- 
koppelte Laserlicht. wird von der Strahlfallc 10 absorhierl 
Das eingekoppelte Laserlicht 9 wird an dem dichroitischen 
Strahlteiler 11 zur Strahlablenkeinrichtung 12 reflekiierU bei 
der das Beleuchtungslichl 9 in zwei im wesentlichen senk- 
rechi zueinander stehenden Richiungen abgelenkt wird. Das 
Beleuchtungslichl durchlauft die Mikroskopoptik 13 und 
beleuchtei das schemaiisch gezeichnete Fluoreszenzobjekt 
14. Das voni Fluoreszenzobjekt 14 eraittierte Huoreszenz- 
licht 15 durchlauft den Strahlengang in umgekehrter Rei- 
henfolge bis zum dichroitischen Strahlteiler 11. 
[0023] Nach dem Passieren des Detektionspinholes 16, 
das in einer zur Ebene des Anregungspinholes 17 korre- 
spondierenden Fokusebene angeordnet ist, wird das Fluo- 
reszenzlicht 15 bzw. 1 zur weiieren Detektion von der erfin- 
dungsgemiiBen optischen Anordnung weiterverarbeitet. 
[0024] ErfindungsgemaB sind zur Beeinflussung des zu 
detektiercnden spektralen Bereichs 4, 18 der spektral zer- 
legte Dchtsirahl 19 und die Detektionsvorrichtung 5 relativ 
zueinander in ilirer Position veranderban Die Detektions- 
vorrichtung 5 umfasst einen einzigen Detektor 20. 
[0025] Die relative PositionsSnderung zwischen dem 
spektral zerlegten LichLstrahl 19 und der Detektionsvorrich- 
tung 5 bewirkt eine Veranderung der Anfangs- und/oder 
Endwellenlange des spektral selektierten Bereichs 4. Die re- 
lative Positionsandcrung crfolgt durch Drchcn des im Dc- 
tektionsstrahlengang 15 angeordneten Spiegels 21. Der 
Spiegel 21 ist vor dem Mittel 2 zur spektralen Zerlegung an- 
geordnet. Die Drehung des Spiegels 21 erfolgt um die senk- 
rechL zur Zeichenebene verlaufende Drehachse 26. 
[0026] 7Air relativen Positionsanderung zwischen dem 
spektral zerlegten Uchtstrahl 19 und der Detektionsvorrich- 
tung 5 ist weiteriiin eine Relativbewegung der Detektions- 
vorrichtung 5 vorgcschcn. J>ic Detektionsvorrichtung 5 
wird entlang der Richtung 22 geradlinig bewegt. Somit wer- 
den der Detektor 5 und die Mittel 3 zura Selektieren des vor- 
gebbaren Bereichs 4 gemeinsam verschoben. 
[0027] In dieseiu AusfUhrungsbeispiel werden also zwei 
optische Bauteile, der Spiegel 21 und die Detektionsvorrich- 
tung 5, einer kombinierten Winkel- und LageSnderung un- 
terzogen. Hierbei erfolgt die Bewegung der Detektionsvor- 
richtung 5 verglichen zur Drehbewegung des Spiegels 21 
langsam. 

10028J Zur spektralen Zerlegung des Lichtstrahls 15 dient 
ein Prisma 2. 

[0029] Mit Hilfe den Verbindungen 23 ist die relative Po- 
sitionsandcrung zwischen dem spektral zcrlcgtcn Lichtstahl 
19 und der Detektionsvorrichtung 5 mit dem Rastervorgang 
des konfokalen Rastermikroskops synchronisierbar. Die ak- 
tuelle Position der Strahlablenkeinrichtung 12 wird Uber die 
Synchronisalionsverbindung 23 dem Steuerrechner 24 des 
konfokalen Rastemnikroskop.s ubergeben, der in Abhangig- 
keit der akiuellen Suahlposition der Surahlablenkvorrich- 
tung 12 den Spiegel 21 sowie die Detektionsvorrichtung 5 
bcwcgt. Der Stcucrrcchncr 24 des konfokalen Rastermikro- 
skops ist ebenfalls Uber eine Verbindung 23 mit der Steuer- 
vorrichtung 25 des AOTF's 8 verbunden, so dass die Wahl 
der in das Rastermikroskop einzukoppelnden Lichtwellen- 
liinge ebenfalls synchrun zur relativen Positionsanderung 



zwischen dem spektral zerlegten Lichtstrahl 19 und der De- 
tektionsvorrichtung 5 mtiglich ist. 

[0030] AbschlieBend sei ganz besonders darauf hingewie- 
sen, dass das voranstehend erOrterte AusfUhrungsbeispiel le- 
5 diglich zur Beschreibung der beanspruchten Lehre dient, 
dicsc jcdoch nicht auf das AusfUhrungsbeispiel cinschrankL 

Bezugszeichenliste 

to ILichlstrdhl 

2 Mittel zur spektralen Zerlegung, Prisma 

3 Mittel zum Selektieren von (4) 

4 vorgebbarer spektraler Bereich 

5 Detektionsvorrichtung 
15 6 Laserlicht 

7 Laserlichtquelle 
8A0TF 

9 Beleuchtungsstrahlengang 

10 Strahlfallc 
20 11 dichroitischer Surahlteiler 

12 Strahlablenkvorrichtung 

13 Mikroskopoptik 

14 Objekt 

15 Fluoreszenzlicht, Detcktionsstrahlengang 
25 16 Detektionspinhole 

17 Anregungspinhole 

18 zu detektierendcr spektraler Bereich 

19 spekural zerlegier Lichtstrahl 

20 Detektor 
30 21 Spiegel 

22 Bewegungsrichtung von (5) 

23 Synchronisation sverhindung Twischen (21) und (24), 
(12) und (24), (5) und (24). (25) und (24) 

24 Steuerrechner des konfokalen Rastermikroskops 
35 25 Stcuervorrichtung von (8) 

26 Drehachse von (21) 



Patenianspruche 

40 1 . Opti.sche Anordnung zur Selektion und Detektion 
des Lichts eines SpekUralbereichs eines Lichtstrahls (L) 
in einem konfokalen Rastermikroskop, mit einem Mit- 
tel (2) zur spektralen Zerlegung des Lichtstrahls (1), 
mit Mitieki (3) zum Selektieren eines vorgebbaren 

45 spektralen Bereichs (4) und mit einer Detektionsvor- 
richtung (5), dadurch gekennzeichnet, dass zur Be- 
einflussung des zu detektierenden spekU-alen Bereichs 
(4, 18) der spektral zerlegte Lichtstrahl (19) und die 
Detektionsvorrichtung (5) relativ zueinander in ihrer 

50 Position veranderbar sind. 

2. Anordnung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, dass die Detektionsvorrichtung (5) nur einen De- 
tektor (20) umfasst. 

3. Anordnung nach Anspruch 1 Oder 2. dadurch ge- 
55 kennzeichnet, dass die relative Positionsanderung zwi- 
schen dem spektral zcrlcgtcn Lichtstrahl (19) und der 
Detektionsvorrichtung (5) eine VerSnderung der An- 
fangs- und/oder Endwellenlange des spektral selektier- 
ten Bereichs (4) bewirkt. 

60 4. Anordnung nach eineui der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass die relative Positionsande- 
rung zwischen dem spektral zerlegten Uchtsurahl (19) 
und der Detektionsvorrichtung (5) durch Drelien und/ 
Oder Vcrschicbcn mindcstens cincs im Strahlengang 

65 (15) angeordneten optischen Bauteils, vorzugsweise ei- 
nes Spiegels (21), erfolgt. 

5. Anordnung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass das optische Bauteii (21) Vor dem Miliel (2) 
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zur spektralen Zerlegung angeordnet ist. 

6. Anordnung nach einem der AnsprUcbe 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass die relative Positionsande- 
rung zwischen dem spektral zerlegten Lichtstrahl (19) 
und der Detektionsvorrichtung (5) durch Drehen und/ 5 
Oder Vcrschicbcn dcs MittcLs (2) zur spektralen Zerle- 
gung erfolgt. 

7. Anordnung nach Anspruch 4 oder 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Drehung unter Verwendung ei- 
nes Galvanometers erfolgt. 

8. Anordnung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass das zu drehende Bauteil (21, 2) direkt an dem 
Galvanometer, vorzugswdse auf dessen mechanischer 
Drehachse befestigt, gekoppelt ist. 

9. Anordnung nach Anspruch 4 oder 6, dadurch ge- 15 
kennzeichnet, dass die Drehung durch den liinsatz von 
Piezoelementen erfolgt. 

10. Anordnung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet^ da.ss cin ?ie7x>elemcnt die Drehung iiber ei- 
nen mechanischen Hebel bewirkt. ^ 

11. Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass die relative Positionsan- 
derung zwischen dem speku-al zerlegten Lichtstrahl 
(19) und der Detektionsvomchtung (5) durch eine Re- 
lativbewegung der Detektionsvorrichiung (5) erfolgt. 25 

12. Anordnung nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass dieRelativbewegung der Detektionsvor- 
richtung (5) geradlinig oder auf einem Bogen veriauft. 

13. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass die relative Posidonsan- 30 
derung zwischen dem spekiral zerlegten Lichtstrahl 
(19) und der Detektionsvorrichtung (5) durch eine 
kombinierte Wmkel-ZLageanderung mindestens zwder 
optischer Bauteile (21 , 2, 5) erfolgt. 

14. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 35 
dadurch gekennzeichnet, dass als Mittel (2) zur spek- 
U-alen Zerlegung ein Prisma, ein Reflexions- oder ein 
Transmissionsgiuer dient. 

15. Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 14, 

' dadurch gekennzeichnet, dass die relative Po.sitionsan- 40 
derung zwischen dem spektral zerlegten Lichtstrahl 
(19) und der Detektionsvorrichtung (5) mit dem Ra- 
stcrvorgang dcs konfokalcn Rastcrmikroskops syn- 
chronisierbar ist, 

16. Anordnung nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 45 
zeichnet, dass rait dem konfokalen Rastermikroskop 
ein ObjeklausschniLt bei verschiedenen spekU:alen De- 
tektionseinstellungen wiederholt solange jeweils abge- 
rastert wird, bis der gesamte zu detektierende Spektrai- 
bereich detektiert ist, bevor ein nachster Objektaus- 50 
schnitt abgerastert wird. 

17. Anordnung nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Objektausschnitt ein Punkt, eine Li- 
nie, eine (jerade, eine R5che oder ein dreidimensiona- 
ler Bereich isL ^5 

18. Anordnung nach einem der Anspriiche 14 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Synchronisation 
auch die Wahl der in das Rastermikroskop einzukop- 
pelnden Lichtwellenlange umfasst. 

19. Anordnung nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 60 
zeichnet, dass die Wahl der einzukoppelnden Lichtwel- 
lenlange mit einem akusto-optischen Bauteil, insbeson- 
dere einem AOTF (8) (A cous to-Optic al-Tbnable-Fil- 
tcr) Oder einem AOBS (Acousto-Optical-B cam-Split- 
ter) erfolgt, ^ 
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